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DESCRIPCION
Modulacién de quimiocinas selectiva.

Campo técnico

La presente invencion se refiere generalmente a la modulacién selectiva de la quimiocina IP-10 y al tra-
tamiento o prevencion de enfermedades y estados patdégenos caracterizados por expresion de IP-10 ad-
versa.

Antecedentes

Las citocinas son un grupo de compuestos de sefializacién proteinicos que se usan de manera extensa
para la comunicacién intercelular. Estos compuestos son criticos para el funcionamiento de las respues-
tas inmunitarias tanto innata como adaptativa. Aparte de su importancia en el desarrollo y el funciona-
miento del sistema inmunitario, las citocinas desempefian un papel principal en una variedad de enfer-
medades inmunoldgicas, inflamatorias e infecciosas.

Las citocinas se producen por una amplia variedad de tipos de células (tanto hematopoyéticas como no
hematopoyéticas) y pueden tener efectos tanto sobre células cercanas como por todo el organismo, al-
gunas veces fuertemente dependientes de la presencia de otros compuestos quimicos y citocinas.

Cada citocina se une generalmente a un receptor de superficie celular especifico. Cascadas posteriores
de sefializacion intracelular alteran entonces funciones celulares. Esto puede incluir la regulacion por in-
cremento y/o la regulacién por disminucion de varios genes y sus factores de transcripcion, que a su vez
dan como resultado la produccion de otras citocinas, un aumento en el nimero de receptores de superfi-
cie para otras moléculas o la supresién de su propio efecto mediante inhibicion por retroalimentacion.

Quimiocina se refiere a una clase especifica de citocinas que median en la quimioatraccion (quimiotaxis)
entre células. Estas quimiocinas son citocinas proinflamatorias inducibles por activacion que tienen gene-
ralmente una masa molecular de entre 8 y 10 kDa. Sus receptores son principalmente proteinas integra-
les de la membrana que contienen siete hélices que abarcan la membrana, que estan acopladas a pro-
teinas G.

Se liberan quimiocinas a partir de una amplia variedad de células en respuesta a infeccion bacteriana,
virus y agentes que provocan dafio fisico. Funcionan principalmente como quimioatrayentes para leuco-
citos, reclutando monocitos, neutréfilos y otras células efectoras de la sangre a los sitios de infeccion o
dafio. Pueden liberarse por muchos tipos de células diferentes y sirven para guiar a las células implica-
das en la inmunidad innata y también a los linfocitos del sistema inmunitario adaptativo. Algunas quimio-
cinas tienen también papeles en el desarrollo de linfocitos, migracion y angiogénesis.

Puesto que las citocinas y quimiocinas estan implicadas en una multitud de diferentes enfermedades y
estados patdgenos o perjudiciales, hay una necesidad general de poder afectar a 0 modular la expresion
y/o liberaciéon de estos compuestos. Ademas, tal modulacion de la liberacion/expresion debe ser preferi-
blemente selectiva en cuanto a afectar sélo a un numero limitado de quimiocinas o citocinas diana.

El documento [1] investiga el efecto de superficies de titanio sobre la activacion de macrofagos y la se-
crecion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias. Cuando se unen a superficies de titanio rugosas,
macréfagos estimulados por lipopolisacarido (LPS) aumentaban su secrecion de las citocinas interleuci-
na-1p (IL-1p), IL-6 y factor de necrosis tumoral-a (TNF-o) y las quimiocinas proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MIP-1) y proteina inflamatoria de macréfagos-1o (MCP-1a).

El documento [2] da a conocer que particulas de titanio estimulan la induccion selectiva de las quimioci-
nas IL-8 y MCP-1 en células de osteosarcoma similares a osteoblastos humanas.

El documento [3] investiga el efecto de particulas de titanio sobre la liberacion de citocinas por células
similares a macrofagos (MLC). Las particulas de titanio potenciaban significativamente la liberacion por
MLC de IL-1B, IL-8 y TNF-a.
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El documento [4] proporciona una vision general de las interacciones de macrofagos con superficies de
materiales modificadas. El documento da a conocer que macréfagos puestos en contacto con superficies
modificadas liberan IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-c.

El documento US 6.527.951 da a conocer una columna de cromatografia con filtros que tienen un volu-
men minimo. La columna de cromatografia se empaqueta con medios de fase sélida, tales como particu-
las de 6xido de silicio, 6xido de titanio, éxido de zirconio, carbono, material polimérico hidrocarbonado o
combinaciones de los mismos.

El documento WO 2006/055675 da a conocer un dispositivo para realizar separaciones que tiene una
camara para contener medios de separacion en forma de particulas seleccionadas de silice, polimeros
organicos, aluminio, zirconio y combinaciones de los mismos.

El documento EP 0 686 848 da a conocer una cromatografia liquida con una columna de cromatografia
que comprende medios porosos en forma de un nucleo de resina cubierto por polvos inorganicos, tales
como gel de silice, oxido de titanio, hidroxiapatita.

Sumario
La presente invencion supera estas y otras desventajas de las disposiciones de la técnica anterior.

Es un objeto general de la presente invencion proporcionar una modulacién selectiva de la quimiocina
proteina inducible por interferén-y de 10 kDa, IP-10.

Es otro objeto de la invencién proporcionar una composicion que puede usarse para purificar una mues-
tra de IP-10.

AUn otro objeto de la invencién es proporcionar una composiciéon que puede usarse para reducir la ex-
presion de IP-10.

Estos y otros objetos se cumplen mediante la invencion tal como se define mediante las reivindicaciones
de patente adjuntas.

En resumen, la presente invencion implica el uso de un metal o un 6xido de metal que tiene la capacidad
de unir selectivamente IP-10 a su superficie. El metal (6xido) tiene ademas un efecto de regulacion por
disminucién de IP-10 porque un contacto entre la superficie de metal y una célula que produce IP-10
provocara una reduccion en la produccion de IP-10 de esa célula.

El metal u 6xido de metal de la presente invencién es un metal del grupo 4 6 5 de la tabla periddica de
elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio, zirconio, hafnio, niobio y tantalio. Tales meta-
les preferidos incluyen titanio y tantalio y sus 6xidos. Mas preferiblemente, el metal es un 6xido de titanio,
tal como diéxido de titanio.

Los metales y 0xidos de metales de la presente invencidn pueden usarse para fabricar un medicamento
para tratar o prevenir una enfermedad caracterizada por expresion adversa y/o liberacion de IP-10. Tales
enfermedades incluyen respuestas inflamatorias adversas, enfermedades infecciosas, enfermedades au-
toinmunitarias, enfermedades de injerto contra huésped y reacciones de cuerpo extrafio. En todas estas
enfermedades, IP-10 es un factor clave en el desarrollo de las enfermedades y puede usarse una reduc-
cion de IP-10 para tratar y/o prevenir las enfermedades.

El método también implica métodos de tratamiento de una enfermedad caracterizada por expresion ad-
versa y/o liberacion de IP-10 en un sujeto. Un primer método implica administrar un medicamento de la
presente invencion al sujeto que padece la enfermedad. Un segundo método implica un tratamiento ex
vivo de un fluido corporal extraido del sujeto. En este método, IP-10 se elimina en una filtracion ex vivo
usando los metales u 6xidos de metales de la invencion y la sangre purificada puede devolverse enton-
ces al sujeto particular.
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Breve descripcién de los dibujos

La invencion junto con objetos y ventajas adicionales de la misma puede entenderse de la mejor manera
haciendo referencia a la siguiente descripcion tomada junto con los dibujos adjuntos, en los que:

la figura 1 es un diagrama que ilustra el efecto de granulos de titanio grises (GG) sobre la liberacién de
IP-10 en sangre humana completa;

la figura 2 es un diagrama que ilustra el efecto del tratamiento previo (-1t) frente al tratamiento posterior
(+1t) con granulos de titanio grises (GG) sobre la liberacion de IP-10 en sangre humana completa;

la figura 3 es un diagrama que ilustra la expresion génica relativa de IP-10 en monocitos y leucocitos to-
tales tras la incubacién de sangre completa con granulos de titanio;

la figura 4 es un diagrama que ilustra el efecto de granulos de titanio grises (GG) sobre la expresion
génica de IP-10 en monocitos tras incubar sangre completa con granulos de titanio;

la figura 5 es un diagrama que ilustra el recuento de WBC total y diferencial tras la incubacion con y sin
granulos de titanio grises (GG);

la figura 6 es un diagrama que ilustra la concentracion de IP-10 en un sistema de bucle de sangre con
sangre no tratada e infectada (LPS) con o sin grdnulos de titanio;

la figura 7 es un diagrama que ilustra los niveles de IP-10 en un sistema de bucle de sangre con uso de
granulos de titanio grises (GG), granulos de titanio grises tamizados (GP), granulos de titanio blancos
(WG) y granulos de titanio blancos molidos (WP);

la figura 8 es un diagrama que ilustra los niveles de IP-10 en un sistema de bucles de sangre usando di-
ferentes cantidades de granulos de titanio blancos molidos (WP) afiadidos;

la figura 9 es un diagrama que ilustra el efecto de granulos de titanio blancos molidos (WP) sobre el nivel
de IP-10 en liguido sinovial de pacientes con artritis reumatoide;

la figura 10 es un diagrama que ilustra el efecto de diferentes cantidades de granulos de titanio blancos
molidos (WP) sobre el nivel de IP-10 en liquido sinovial (SF) de un paciente con artritis reumatoide;

la figura 11 ilustra micrografias electrénicas de barrido que muestran granulos de titanio grises (A, C, E) y
blancos (B, D, F) (250x, 2000x, 5000x aumentos);

la figura 12 ilustra curvas del logaritmo del volumen de intrusién de mercurio diferencial frente a tamafio
de poro para granulos de titanio grises (A) y blancos (B);

la figura 13 es un diagrama que ilustra el efecto de diferentes formas de titanio y otros metales sobre IP-
10 en suero con adiciones conocidas de |P-10;

la figura 14 es un diagrama que ilustra el efecto de diferentes formas de titanio y otros metales sobre IP-
10 en liquido sinovial (SF);

la figura 15 es una ilustracién esqueméatica de una herramienta que puede usarse segun la presente in-
vencion en la eliminacion de IP-10 de un fluido corporal; y

la figura 16 es una ilustracion esquematica de otra herramienta que puede usarse segun la presente in-
vencion en la eliminacion de IP-10 de un fluido corporal.

Descripcién detallada

En todos los dibujos, se usaran los mismos caracteres de referencia para elementos correspondientes o
similares.
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La presente invencion se refiere generalmente a una modulacién selectiva de quimiocinas y citocinas es-
pecificas. La presente invencion ensefia que determinados metales y 6xidos de metales pueden reducir
la expresion y liberacion de una quimiocina particular y actuar como eliminadores de quimiocinas. Esto
era totalmente inesperado, ya que la técnica anterior tal como se ilustra mediante los documentos [1-4]
muestra que el metal titanio provoca una regulacion por incremento en la produccion de citocinas y qui-
miocinas por diferentes tipos de células.

Por tanto, la presente invencién puede usarse para prevenir y/o tratar estados médicos y patoldgicos ca-
racterizados por expresién adversa o liberaciéon de la quimiocina particular.

La quimiocina relevante que puede reducirse segln la presente invencién es proteina inducible por inter-
ferén-y de 10 kDa (10000 Dalton), IP-10. IP-10, también denominada ligando 10 de motivo C-X-C
(CXCL10) o Crg-2 en la técnica, pertenece a la familia de quimiocinas CDC, que tienen una secuencia de
aminoacidos especifica de ELR (cddigo de aminoacidos de una letra) inmediatamente antes de la prime-
ra cisteina. Estas quimiocinas CXC inducen migracion de neutréfilos. Sin embargo, IP-10 parece diferir
de la mayoria de las quimiocinas CXC porque no tiene actividad sobre neutréfilos y selecciona como dia-
na linfocitos especificamente. IP-10 actla sobre el receptor CXCR3 también como un receptor especifico
de IP-10 en células epiteliales y endoteliales [5]. IP-10 se secreta por varios tipos de células en respues-
ta a interferon-y (IFN-vy). Estos tipos de células incluyen monocitos, células endoteliales y fibroblastos.

Los metales y oxides de metales segun la presente invencién que tienen el efecto de reduccién de IP-10
son metales y 6xidos de metales del grupo 4 6 5 en la tabla periddica de los elementos y seleccionados
del grupo que consiste en titanio (Ti), zirconio (Zr), hafnio (Hf), niobio (Nb) y tantalio (Ta) y diferentes oxi-
dos de estos metales. Los metales preferidos incluyen titanio y tantalio y sus 6xidos, en particular titanio
y 6xidos de titanio.

El titanio tiene tres estados de oxidacion, Ti (II), Ti (Ill) y Ti (IV). La presente invencién puede usar cual-
quiera de estos 6xidos de titanio, es decir, 6xido de Ti (ll), 6xido de Ti (Ill) y 6xido de Ti (IV). El éxido de
Ti (IV) se denomina también didxido de titanio (TiO,) o titania en la técnica. Este dioxido de titanio es una
forma de Oxido preferida de titanio segun la presente invencion. TiO, puede estar presente en diferentes
formas minerales o cristalinas, incluyendo rutilo, anatasa y brookita. El rutilo es un mineral tetragonal
habitualmente de habito prismatico, la anatasa u octahedrita es un mineral tetragonal de habito dipirami-
dal, mientras que la brookita es un mineral ortorrémbico. Un diéxido de titanio preferido segin la presen-
te invencidn esta preferiblemente en la forma rutilo o una mezcla de la forma rutilo y la anatasa.

Un o6xido de zirconio preferido es 6xido de Zr (IV) y 6xido de Hf (V) es un éxido de hafnio preferido. El
Oxido de niobio puede estar en la forma de 6xido de Ni (V) u éxido de Ni (lll) y el tantalio tiene estados de
oxidacién de Ta (ll), Ta (IV) y Ta (V).

Un agente de metal que elimina o reduce IP-10 segun la presente invencién comprende al menos un me-
tal del grupo 4 6 5 y/o al menos un 6xido de un metal del grupo 4 6 5. El agente de metal podria ser un
metal u 6xido de metal en forma sustancialmente pura, tal como al menos aproximadamente el 95% de
metal u 0xido de metal, preferiblemente al menos el 96, 97, 98 6 99% de metal u 6xido de metal. No es
necesario que el metal tenga que estar en forma pura, sino que puede haber diferentes compuestos
guimicos o composiciones, ademas de 6xidos de metal, con el metal. Pueden usarse también aleaciones
gue comprenden al menos un metal y/o al menos un 6xido de metal segun la presente invencion.

Los metales y 6xidos de metales de la presente invencién pueden reducir IP-10 segun diferentes meca-
nismos fundamentales.

En primer lugar, los metales y 6xidos de metales actian como un eliminador de IP-10 porque IP-10 en el
medio circundante se unird especificamente a la superficie de los metales y 6xidos de metales. Por tanto,
se enriquecera IP-10 sobre la superficie del metal (6xido) y por tanto se agotard del medio circundante.
Esta union IP-10-metal (6xido) es altamente especifica ya que otras quimiocinas no se unen a los meta-
les a los niveles de IP-10, incluyendo la interleucina 8 estructural y quimicamente relacionada (IL-8, tam-
bién denominada CXCL8) que pertenece al grupo CXCL de quimiocinas y proteina quimiotactica de mo-
nocitos 1 (MCP-1, también denominada CCL2) que tiene un tamafio molecular en el intervalo de IP-10
(las dos quimiocinas contienen 98 6 99 aminoacidos). El bloqueo de la superficie del metal (6xido) con
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BSA o suero bovino fetal no afecta a la unién de IP-10 a la superficie. La unién es también altamente
fuerte ya que no era posible separar IP-10 unida de la superficie mediante detergentes afiadidos (Tween-
20).

El metal y los 6xidos de metales de la presente invencidn actiian como un eliminador de IP-10 altamente
especifico a través de la unién IP-10-metal (6xido) selectiva. Como consecuencia, los metales y 6xidos
de metales pueden usarse para purificar un medio de IP-10 no deseada y eliminar de ese modo o al me-
nos reducir la concentracion y cantidad de IP-10 en el medio.

En segundo lugar, cuando se ponen en contacto células que producen IP-10 con un metal u 6xido de
metal de la presente invencion, la interaccion célula-metal provoca una regulaciéon por disminucion en la
produccion de IP-10 tal como se determina a partir de la produccion reducida de ARNm de IP-10. Esto, a
su vez, tiene la consecuencia de reducir el nivel de IP-10 recién producida. Experimentos han mostrado
también que los metales de la invencién pueden de hecho unirse a células que producen IP-10 conoci-
das, tales como neutréfilos y monocitos.

Por tanto, los metales y 6xidos de metales de la presente invencién pueden reducir IP-10 eliminando IP-
10 de un medio a través de la unién a IP-10 y la reduccion de la cantidad de expresion de IP-10 provo-
cando una regulacion por disminucién de la produccién de ARNm de IP-10.

Puesto que los metales y 6xidos de metales de la invencion provocan la reduccién de IP-10 al menos
parcialmente uniendo moléculas de IP-10 a su superficie de metal (6xido), los metales y 6xidos de meta-
les estan preferiblemente en una forma que tiene un area superficial especifica alta, es decir, area super-
ficial por unidad de peso.

El agente de metal (6xido) puede estar, en una primera realizacion, en forma de granulos, granos o gra-
nulados porosos. Los granulos pueden producirse mediante el procedimiento de Kroll o procedimiento de
Hunter bien conocido. Los granulos resultantes son altamente porosos y tienen una gran area superficial
especifica. Esta area superficial especifica de los granulos de metal porosos es preferiblemente de al
menos 0,005 m2/g, tal como al menos aproximadamente 0,01 m?/g, méas preferiblemente de manera
aproximada o mas de 0,02 mzlg, tal como aproximadamente 0,055 m“/g.

La porosidad preferida de los granulos implica que los granulos incluyen multiples poros, incluyendo mi-
cro y/o macroporos, que son continuos a través de los granulos, y aberturas de los mdltiples poros y
conductos o pasos que interconectan al menos una parte de los multiples poros. La porosidad del agente
de metal (6xido) es preferiblemente de al menos el 25%, mas preferiblemente de al menos el 40%, tal
como de al menos aproximadamente el 50%. Pueden fabricarse y usarse granulos de metal altamente
porosos que tienen una porosidad de aproximadamente o més del 70% segun la presente invencion.

En lugar de proporcionar granulos de metal altamente porosos en tamafos de mm o sub mm, pueden
usarse segun la presente invencion particulas de metal (6xido) mas pequefias que tienen un diametro
promedio de 100 um o0 menos, tal como unos cuantos um o incluso méas pequefio en el intervalo sub pum.
Tales particulas de metal pequefias o polvo proporcionaran una gran area superficial incluso en peque-
fias cantidades.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un metal u éxido de metal en la fabrica-
cion de un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad caracterizada por expresion adversa y/o
liberacion de IP-10 en un sujeto. El metal se selecciona de al menos un metal de titanio, zirconio, hafnio,
niobio y tantalio del grupo 4 6 5 en la tabla periédica de elementos, al menos un éxido de un metal de ti-
tanio, zirconio, hafnio, niobio y tantalio del grupo 4 6 5 o una mezcla de al menos uno de titanio, zirconio,
hafnio, niobio y tantalio y al menos un 6xido de titanio, zirconio, hafnio, niobio y tantalio.

El agente de metal (6xido) de la presente invencién puede usarse para prevenir enfermedades admi-
nistrdndose a un sujeto, preferiblemente un sujeto mamifero y mas preferiblemente un sujeto humano,
gue es probable que padezca una enfermedad caracterizada por expresion de IP-10 adversa. En tal ca-
so, el agente de metal provocara una reduccion en la produccion de IP-10 en el sujeto, reduciendo la ex-
presién de ARNm de IP-10. Ademas, una vez que/si IP-10 se produce a altos niveles en el sujeto, el
agente de metal ya proporcionado unira IP-10 a su superficie, reduciendo de ese modo el nivel de IP-10
que circula libremente e impidiendo que IP-10 tenga su efecto perjudicial de la enfermedad. Por tanto, un
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agente de metal de la invencién funcionara como una garantia que puede prevenir la aparicion de una
enfermedad dependiente de IP-10.

Ademas, un paciente que ya padece una enfermedad dependiente de IP-10 también se beneficiara del
medicamento de la presente invencion puesto que el agente de metal eliminara la IP-10 ya producida a
través de la unién metal-IP-10. Ademas, se estimulara que células que producen IP-10 desactiven o al
menos reduzcan su produccion de IP-10.

Las enfermedades o estados médicos que pueden tratarse y/o prevenirse segun la presente invencién
incluyen enfermedades dependientes de IP-10 caracterizadas por niveles adversos (altos) de produccion
de IP-10 en el sujeto. La presente invencion es en particular Gtil para tratar o prevenir reacciones inflama-
torias adversas, en las que una reaccion inflamatoria perjudicial de este tipo puede tener causas enor-
memente diferentes, tales como infecciones, enfermedades inflamatorias, reacciones de cuerpo extrafio
y enfermedades de injerto contra huésped.

Cuando un sujeto se infecta, normalmente se eleva IP-10 como parte de la defensa inmunitaria contra
bacterias, virus, parasitos, hongos, priones, viroides u otros patdgenos. Sin embargo, en situaciones en
las que el sistema inmunitario normal esta alterado, tal como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), la respuesta inmunitaria normal puede ser devastadora cuando el equilibrio esta distorsionado.
Es decir, el sistema inmunitario esta provocando mas dafio al tejido/cuerpo que la infeccion. En pacien-
tes con SIDA infectados con criptosporidiosis, IP-10 estaba significativamente aumentada y se correla-
cionaba con la carga de parasito. IP-10 se localizaba especificamente en células epiteliales en el sitio de
infeccion y cuando se trataba la infeccion, los niveles e IP-10 se normalizaban. Estos resultados sugieren
que IP-10 es importante para la resolucion de la infeccién en la defensa inmunitaria normal, mientras que
en pacientes con SIDA que carecen de células efectoras, IP-10 puede contribuir a la inmunopatogénesis

[6].

IP-10 puede promover la infeccién por retrovirus, tal como virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
directamente [7] o a través del reclutamiento de células diana activadas [8]. El nivel de IP-10 en el liquido
cefalorraquideo (LCR) esta estrechamente asociado con el nivel de VIH en el LCR, lo que sugiere que
IP-10 es tanto una respuesta a como un determinante de la infeccién local [9].

A la patogénesis de la infeccién viral fiebre amarilla (FA) contribuyen en gran medida citocinas y se en-
contré que IP-10 era significativamente superior en FA mortal que en FA no mortal. Estos resultados su-
gieren que la intervencion con citocinas es una posible estrategia terapéutica para el tratamiento de pa-
cientes infectados [10].

El resfriado comun se induce a menudo por infeccion viral, por ejemplo, por rinovirus. Tras la infeccién
por rinovirus de células epiteliales humanas, se ha mostrado que las células epiteliales producen IP-10
tanto in vitro como in vivo. El nivel de IP-10 se correlacionaba con la gravedad de los sintomas y por tan-
to se sugiere que IP-10 desempefia un papel en la patogénesis del resfriado inducido por virus [11].

Por tanto, la presente invencion puede usarse para tratar o prevenir diferentes enfermedades infecciosas
caracterizadas por expresion de IP-10 adversa, en particular enfermedades infecciosas virales, incluyen-
do SIDA, VIH y fiebre amarilla.

Las enfermedades autoinmunitarias son una forma particular de enfermedades inflamatorias, que dan
como resultado una respuesta inmunitaria contra las propias células y tejidos del cuerpo. IP-10 es un
agente clave en respuestas inmunitarias, especificamente en reacciones de hipersensibilidad de tipo re-
tardado (DTH). Tales reacciones de DTH implican enfermedades autoinmunitarias. Por tanto, una reduc-
cion de IP-10 provocada por los metales y 6xidos de metales de la invencion puede ser una cura eficaz o
una medida preventiva para diferentes enfermedades autoinmunitarias. Los ejemplos de enfermedades
autoinmunitarias que podrian tratarse o prevenirse mediante el agente de metal de la presente invencion
incluyen encefalomielitis diseminada aguda (EMDA), enfermedad de Addison, espondilitis anquilosante,
sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos (SAAF), anemia aplasica, hepatitis autoinmunitaria, ooforitis
autoinmunitaria, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, diabetes mellitus de tipo 1, penfigoide ges-
tacional, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré (SGB), enferme-
dad de Hashimoto, parpura trombocitopénica idiopatica, enfermedad de Kawasaki, lupus eritematoso,
esclerosis multiple (EM), miastenia grave, sindrome de opsoclonia-mioclonia (SOM), neuritis éptica, tiroi-
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ditis de Ord, pénfigo, anemia perniciosa, cirrosis biliar primaria, artritis reumatoide (AR), sindrome de Rei-
ter, sindrome de Sjogren, arteritis de Takayasu, arteritis temporal (también conocida como arteritis de
células gigantes), anemia hemolitica autoinmunitaria caliente y granulomatosis de Wegener.

La EM es una enfermedad autoinmunitaria en la que el cuerpo produce anticuerpos contra la mielina que
protege los nervios en el cerebro y médula espinal dando como resultado pérdida nerviosa. En pacientes
con EM, el liquido cefalorraquideo contiene altos niveles de IP-10 y la acumulacion de células T en el sis-
tema nervioso central es muy importante en la patogénesis de la enfermedad. Por tanto, IP-10 es una
posible diana en la bisqueda de terapias para la EM [12]. Se ha mostrado que IP-10 se concentra en las
lesiones del tejido nervioso dafiado [13-15]. Experimentos han mostrado que la gravedad del estado pa-
tolégico se correlaciona con la cantidad de IP-10 expresada [16], y el bloqueo de IP-10 (tratamiento con
anticuerpos, vacuna de ADN, terapia antisentido e inmunotoxina unida a IP-10) daba como resultado me-
jora clinica en diferentes modelos de ratén [17, 18]. Por tanto, el uso de un agente de metal segun la
presente invencion puede ser un medicamento eficaz para tratar o prevenir EM distinto de agentes que
bloguean IP-10 conocidos que han tenido efectos positivos.

La AR es una enfermedad autoinmunitaria en la que se ha mostrado que IP-10 es activa. Se ha detecta-
do un aumento de hasta cien veces en la concentracién de IP-10 en liquido sinovial (LS) de pacientes
con AR [19]. Esta IP-10 puede atraer selectivamente células T al LS y contribuir a la patogénesis de la
AR [20]. Se induce IP-10 en el LS mediante moléculas de adhesién especificas y la administracién de
anticuerpos contra estas moléculas inhibe significativamente la induccion de IP-10 [21]. Datos de expre-
sion de receptores de IP-10, y otras quimiocinas, sugieren que el sistema de quimiocinas desempefia un
papel directo en la fase destructiva de la AR [22]. Una reduccién en la produccion de IP-10 y los niveles
de IP-10 provocada por la presente invencién sera beneficiosa en el tratamiento y la prevencién de la
AR.

En hepatitis cronica y enfermedades hepaticas autoinmunitarias, IP-10 esti elevada y se reduce tras el
tratamiento satisfactorio con IFN. IP-10 desempefia un papel especifico en la acumulacién y muerte de
hepatocitos en hepatitis crénica [23]. Se obtuvieron resultados similares en pacientes con enfermedad
hepatica autoinmunitaria [24].

IP-10 esta regulada por incremento en lesiones cutdneas de pacientes con lupus eritematoso discoide
cronico [25] y pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) tienen un nivel sérico de IP-10 aumenta-
do y este nivel de IP-10 se correlaciona con el nivel de actividad de la enfermedad [26]. Por tanto, el me-
tal (6xido) que comprende un medicamento de la invencién puede usarse también para tratar y/o preve-
nir estos tipos de enfermedades autoinmunitarias.

La respuesta inflamatoria que va a tratarse o prevenirse mediante el medicamento de la presente inven-
cion puede deberse a una enfermedad inflamatoria del tubo digestivo de un sujeto. Los ejemplos de tales
enfermedades inflamatorias incluyen enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), colitis ulcerosa (CU) y
enfermedad de Crohn (EC, que es una enfermedad autoinmunitaria que afecta al tubo digestivo). Estas
enfermedades son trastornos crénicos graves del tubo digestivo con origen poco claro. Pruebas crecien-
tes sugieren que quimiocinas producidas localmente desempefian papeles importantes en la progresion
de las enfermedades [27]. Ell [28], CU [29] y EC [30] se caracterizan por un aumento en la expresion de
proteina IP-10 en el intestino inflamado y se ha discutido la implicacion terapéutica inhibiendo la ruta de
sefializacion de IP-10 [31]. El bloqueo de la sefalizacién por IP-10 mediante la administraciéon de anti-
cuerpos contra IP-10 dio como resultado proteccién frente a colitis aguda [32] asi como colitis crénica
[33]. El butirato inhibe la liberacién de IP-10 [34] y se ha mostrado que es eficaz en el tratamiento de pa-
cientes con CU [35]. Ratones deficientes en IFN-y, en los que la ruta de IP-10 esta suprimida, no podian
desarrollar colitis en respuesta a la estimulacion con sulfato de dextrano que ratones de tipo natural nor-
males si pueden desarrollar [28]. Se han desarrollado anticuerpos contra IP-10 para el tratamiento de en-
fermedades inflamatorias del intestino [59]. Estos resultados experimentales indican que puede usarse
un medicamento que inhibe IP-10 de la presente invencion para tratar y/o prevenir enfermedades infla-
matorias del tubo digestivo, incluyendo Ell, CU y EC.

El medicamento de la presente invencion es también altamente eficaz en el tratamiento y/o la prevencion
de enfermedades inflamatorias. Por ejemplo, IP-10 esta regulada por incremento en lesiones cutaneas
de pacientes con liquen (fuerte expresion de IP-10), lupus eritematoso discoide crénico (fuerte expresion
de IP-10), dermatitis de contacto alérgica (fuerte expresion de IP-10) y psoriasis (débil expresion de IP-
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10) [25]. En estas lesiones, estaba presente una alta cantidad de células T activas infiltrantes, lo que su-
giere una interaccion funcional entre quimiocinas producidas localmente y células T que expresan
CXCRa3. Por tanto, la ruta de IP-10 parece desempefiar un papel significativo en el reclutamiento y man-
tenimiento de infiltrados de células T en las enfermedades cutdneas inflamatorias. Las respuestas infla-
matorias adversas adicionales que la presente invencion puede tratar y/o prevenir incluyen glaucoma y
respuestas inflamatorias asociadas con glaucoma.

Se ha mostrado recientemente que IP-10 se produce y se secreta por adipocitos [36] y se ha encontrado
previamente en lesiones ateroscleréticas junto con células T activadas [37]. Estudios experimentales en
ratones susceptibles a aterosclerosis mostraron que IP-10 es un agente clave crucial en la formacion de
lesiones mediante modulacion local del sistema inmunitario. Estos resultados en ratones deficientes en
IP-10 también mostraron que al inhibir la ruta de IP-10 habia una tendencia a reducir la cantidad de célu-
las T proinflamatorias y a aumentar la poblacion de células T protectoras que inhiben el proceso ateros-
clerético [38]. Estos ultimos hallazgos en modelos animales sugieren que el bloqueo de las interacciones
guimiocina/receptor de quimiocina pueden servir como enfoque adecuado para tratar la aterosclerosis.
Asimismo, antagonistas de quimiocinas que inhiben el reclutamiento de leucocitos podrian ser particu-
larmente interesantes para tratar la inflamacién en respuesta a infarto de miocardio, la principal conse-
cuencia de la aterosclerosis [39]. Por tanto, el medicamento de la presente invenciéon que da como resul-
tado una expresion de IP-10 reducida y niveles de IP-10 reducidos en un sujeto puede ser eficaz para
tratar y/o prevenir la aterosclerosis.

Otra respuesta inflamatoria adversa que se caracteriza por expresion de IP-10 adversa es asma. En un
modelo de ratén de asma, se ha mostrado que IP-10 contribuye a la hiperreaccién problematica en las
vias respiratorias. Ratones deficientes en IP-10 demostraron los resultados opuestos en comparacion
con animales de tipo natural, lo que indica que la ruta de IP-10 es una diana de la terapia contra el asma
[40, 41]. Las quimiocinas e IP-10 tienen también un impacto sobre otros estados que afectan negativa-
mente a las vias respiratorias de un sujeto. La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es un
estado que se caracteriza por obstruccion irreversible de las vias respiratorias debido a estrechamiento
de las vias respiratorias pequefias y la destruccion del parénquima del pulmén. El estado provoca infla-
macién de las vias respiratorias, implicando a granulocitos neutréfilos, macroéfagos y linfocitos. IP-10 esta
regulada por incremento en las vias respiratorias de pacientes con EPOC [42]. Por tanto, el medicamen-
to de la presente invencion puede usarse para tratar y/o prevenir EPOC y otros estados inflamatorios que
afectan a las vias respiratorias.

Cuando se trasplanta un implante al cuerpo de un sujeto, se desencadenard una reaccion de cuerpo ex-
trafio. Esta reaccion es una forma especial de reaccion inflamatoria adversa provocada por la introduc-
cién de material extrafio, por ejemplo un implante, en el sujeto. Una reaccion inflamatoria de este tipo se
caracteriza por un aumento en la secrecion de IP-10, y en la que IP-10 puede ser una molécula efectora
clave en la reaccion inflamatoria. Por tanto, una reduccién en los niveles de IP-10 reducira la respuesta
inflamatoria frente al implante extrafio y de ese modo inhibira la reaccién de cuerpo extrafio.

Los metales y 6xidos de metales de la presente invenciéon pueden usarse también para prevenir o tratar
enfermedades de injerto contra huésped. Por tanto, la invencion puede usarse conjuntamente con tras-
plante de injerto para prevenir o al menos reducir el riesgo de rechazo del injerto, en particular la fase
aguda de rechazo del injerto. El desenlace del trasplante se basa principalmente en la reaccién en el
huésped frente al injerto ya que el rechazo del érgano, el tejido o las células es problematico de tratar.
En la fase de rechazo agudo de un injerto, aumenta IP-10 y puede usarse como marcador de diagnéstico
en el proceso de rechazo puesto que IP-10 se correlaciona con la gravedad del rechazo [43-46]. Experi-
mentos han mostrado que el trasplante de injertos en presencia de anticuerpos dirigidos contra IP-10 o
injertos de ratones deficientes en IP-10 daba como resultado mayor supervivencia del injerto y menos
células T infiltrantes en el trasplante [47, 48]. También se ha mostrado lo contrario, es decir, los injertos
sobreviven mas en animales sin la capacidad para responder a IP-10 [49]. Se han desarrollado antago-
nistas para la ruta de sefializacion de IP-10 y se han sugerido como terapia que podria mejorar el desen-
lace de los trasplantes [50]. Tomados conjuntamente, estos resultados indican que los agentes de metal
gue reducen y eliminan IP-10 de la presente invencion pueden ser medicamentos muy eficaces en el tra-
tamiento o la prevencion del rechazo de injerto de injertos de tejido, injertos de 6rganos o injertos de
células trasplantados, tales como islotes de Langerhans.
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La infiltracién de leucocitos esta implicada en varios tipos de cancer (neoplasia). Estos leucocitos infil-
trantes pueden ser una posible fuente de factores de crecimiento para las células tumorales y factores
angiogénicos para las células endoteliales. Se ha mostrado que IP-10 es una citocina implicada en tales
canceres. Ademas, puesto que las quimiocinas son mediadores importantes del reclutamiento de leuco-
citos y demuestran caracteristicas de expresion y activacion alteradas en tejido inflamado de manera
crénica, se han implicado como reguladores clave de la inflamacién y la angiogénesis durante el desarro-
llo del cancer.

La activacién crénica de células inmunitarias innatas en sitios de crecimiento de tumores premalignos
puede potenciar el desarrollo tumoral. Se ha hecho evidente también que las respuestas inflamatorias
tempranas y persistentes observadas en o alrededor de muchos tumores sdlidos desempefian papeles
importantes en el establecimiento de un entorno adecuado para la progresion neoplasica proporcionando
diversos factores que alteran la homeostasis del tejido [51-53]

Por tanto, las ensefianzas de la presente invencion pueden usarse para tratar o prevenir el cancer en un
sujeto.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un método de tratamiento o prevencion de una
enfermedad o trastorno caracterizado por expresion adversa y/o liberacion de IP-10 en un sujeto, preferi-
blemente un sujeto mamifero y mas preferiblemente un sujeto humano. El método comprende adminis-
trar un metal y/o un éxido de un metal al sujeto que padece la enfermedad, en el que el metal es un me-
tal del grupo 4 6 5 de la tabla periddica de los elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio,
zirconio, hafnio, niobio y tantalio.

Segun la invencion, los metales u 6xidos de metales pueden proporcionarse como formulaciones far-
maceéuticamente aceptables usando métodos de formulacidn conocidos por los expertos habituales en la
técnica. Estas formulaciones pueden administrarse por vias convencionales. En general, el copolimero
puede administrarse por via intravenosa, por via intraperitoneal, por via subcutanea, por via bucal, por
via rectal, por via dérmica, por via nasal, por via oral, por via traqueal, por via bronquial, por via topica,
por cualquier otra via parenteral o mediante inhalacion, en forma de una preparacion farmacéutica que
comprende el principio activo en una forma farmacéutica farmacéuticamente aceptable. La via de admi-
nistraciéon particular a usar dependera, entre otros, del trastorno o sintoma a tratar y puede determinarse
por un médico. Por ejemplo, una administracién dérmica puede ser (til para tratar trastornos cutaneos
inflamatorios, mientras que una administracion oral o rectal sera beneficiosa para sujetos con reacciones
inflamatorias en el tubo digestivo.

En administracion intravenosa, la composicion médica farmacéutica comprende el metal u 6xido de metal
de la invencién en una disolucion de un disolvente seleccionado. En una implementacion de administra-
cion particular, la disolucién que contiene el metal u 6xido de metal se inyecta una vez o preferiblemente
en multiples momentos a una persona que necesita tratamiento. Podria ser posible también emplear un
suministro continuo o semicontinuo del medicamento a partir por ejemplo de una bomba médica u otro
equipo de administracion. También son posibles administraciones a través de la denominada liberacién
lenta y dentro del alcance de la presente invencion.

En otra implementacion particular, puede usarse una administracion local en o en relacién con el sitio in-
flamatorio para permitir una concentracion local relativamente alta del principio activo. Esta administra-
cion local puede ir acompafiada de una o mas administraciones sistematicas.

En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacion de manera uniforme e intima el prin-
cipio activo con vehiculos preferiblemente liquidos o algunas veces vehiculos sélidos finamente divididos
0 ambos, y entonces, si es necesario, conformando el producto.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen disoluciones de inyeccion estériles
acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que
hacen que la formulacion sea isotonica con la sangre del receptor previsto, y suspensiones estériles
acuosas Yy no acuosas que pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Las formulacio-
nes pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o de multiples dosis, por ejemplo viales y ampo-
llas sellados, y pueden almacenarse en condiciones secadas por congelacion (liofilizadas) que requieren
sé6lo la adicién del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua para inyecciones, inmediatamente antes de
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su uso. La fase acuosa puede ser solucién salina tamponada con fosfato fisiolégica u otra disolucién sa-
lina fisiologica.

Pueden presentarse formulaciones adecuadas para administracion oral como capsulas, cachets o com-
primidos que contienen cada uno una cantidad predeterminada del principio activo, como un polvo o
granulos; como una disolucién o una suspension o emulsién en un liquido acuoso o un liquido no acuo-
so. Pueden presentarse formulaciones adecuadas para administracion tdpica a la piel como pomadas,
cremas, geles y pastas, que comprenden el principio que va a administrarse en un vehiculo farmacéutico
aceptable. Pueden presentarse formulaciones para administracién rectal como supositorio con una base
adecuada que comprende, por ejemplo, manteca de cacao o un salicilato. Pueden presentarse formula-
ciones adecuadas para administracion vaginal como 6vulos vaginales, tampones, cremas, geles, pastas,
espumas o formulaciones de pulverizador que contienen ademas del principio activo vehiculos tales co-
mo los que se sabe en la técnica que son apropiados.

Ejemplos de formulaciones de dosificacion unitarias son las que contienen una unidad o dosis diaria,
subdosis diaria, tal como se mencioné anteriormente en el presente documento, o una fraccién apropia-
da de la misma, del principio administrado.

La dosificacion permisible maxima que puede usarse segun la presente invencién depende, entre otros,
del trastorno particular a tratar, el paciente particular, la gravedad de la reaccién inflamatoria y la via de
administracion. Resultados experimentales han indicado que granulos de titanio molidos y tratados con
calor tienen una capacidad de unién a IP-10 de mas de 2000 pg de IP-10/mg de particulas de titanio para
PBS con adiciones conocidas de IP-10, de aproximadamente 50 pg de IP-10/mg de particulas de titanio
en suero con adiciones conocidas de IP-10 y de méas de 3,5 pg de IP-10/mg de particulas de titanio en
liquido sinovial. Estos numeros puede usarlos un médico en la determinacion de la cantidad de particulas
de metal (6xido) a administrar puesto que la cantidad de IP-10 presente en un fluido corporal es, para va-
rios trastornos médicos, proporcional a la gravedad del trastorno.

El agente de metal de la invencidn se proporciona preferiblemente (trasplanta, inyecta o administra de
otra forma) en o en las proximidades del sitio en un paciente en el que se desea un control o modifica-
cion de la expresién/liberacion de IP-10 local. Esta administracion puede realizarse trasplantando los
granulos o particulas a o cerca del sitio diana. Alternativamente, cuando se utilizan especialmente granu-
los y polvo, el agente de metal (6xido) de la presente invencién puede inyectarse en el sitio diana. Puesto
que las quimiocinas pueden transportarse a través del sistema sanguineo de un paciente, el agente de
metal de la presente invencion puede usarse también para una administracion sistémica general y todav-
ia puede afectar a la expresion y liberacion de la quimiocina IP-10 diana seleccionada a partir de células
en el sistema sanguineo y vasos, en liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, ascitis o en liquido linfatico.

Un método alternativo de tratamiento o prevencion de una enfermedad caracterizada por expresion ad-
versalliberacion de IP-10 implica un tratamiento ex vivo de un fluido corporal de un paciente que padece
la enfermedad. El método implicaria extraer un fluido corporal de un sujeto que padece la enfermedad. El
fluido corporal contiene altos niveles adversos de IP-10 y/o células que producen IP-10. El fluido corporal
podria ser sangre, plasma sanguineo, liquido linfatico, liquido cefalorraquideo, ascitis y/o liquido sinovial,
dependiendo del tratamiento particular. El fluido corporal extraido se pone en contacto ex vivo con un
metal o un 6xido de un metal, en el que el metal es un metal del grupo 4 6 5. En este contacto de metal-
fluido, IP-10 presente en el fluido corporal se unira a la superficie de las particulas de metal (6xido) y de
ese modo se eliminara del fluido. Ademas, cualquier célula que produzca IP-10 presente en el fluido cor-
poral extraido, debido al contacto célula-superficie del metal, desactivara o al menos reducira su produc-
cion de IP-10. El fluido corporal purificado puede devolverse entonces al sujeto. EI método es similar a
una didlisis tradicional porque se extrae un fluido corporal y se purifica, en este caso de IP-10, antes de
devolverse al cuerpo.

El contacto fluido-metal puede ser generalmente muy corto como la union de IP-10 a la superficie de las
particulas de metal de la presente invencion. El tiempo de contacto podria ser de unos cuantos segundos
hasta algunas decenas de minutos.

Esta forma de tratamiento puede combinarse con otras disposiciones de tratamiento, en las que se ex-
trae un fluido corporal de un paciente y se devuelve entonces al cuerpo. Por ejemplo, puede combinarse
una dialisis hepatica o renal tradicional con una etapa de purificacién extra, en la que se elimina IP-10 del
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fluido corporal, normalmente sangre. Ademas, pacientes conectados a maquinas de corazén y/o pulmon,
tales como maquinas de oxigenacion por membrana extracorporea (ECMO) pueden beneficiarse de una
etapa de purificacion de IP-10 adicional segun la presente invencion.

Esta forma de tratamiento es en particular ventajosa para pacientes que padecen choque septicémico
tras una infeccién. Una etapa crucial en el salvamento de un paciente de este tipo es que el choque sep-
ticémico y la respuesta inflamatoria que provoca deben combatirse tan rapidamente como sea posible.
Tales pacientes podrian conectarse a una didlisis de IP-10 ex vivo continua segun la presente invencion.
El nivel de IP-10 en la sangre puede mantenerse entonces a un bajo nivel hasta que medicamentos adi-
cionales eliminan satisfactoriamente la causa del choque septicémico/infeccion.

El método de tratamiento tiene varias ventajas en comparacion con la administracion del agente de metal
(6xido) al cuerpo del sujeto. En primer lugar, no se administran particulas de metal (6xido) al cuerpo y de
ese modo no se generara ningun efecto secundario asociado con la administracion de particulas de me-
tal. En segundo lugar, pueden utilizarse mayores cantidades de las particulas de metal y de ese modo
una mayor capacidad de eliminacién de IP-10 en comparacién con la administracién directa al cuerpo del
sujeto. En tercer lugar, las particulas de metal pueden volverse a usar tras un procesamiento adecuado,
en el que se han eliminado IP-10 unidas (y otras moléculas) de las superficies de las particulas.

Las figuras 15 y 16 ilustran esquematicamente dos posibles disposiciones o herramientas que pueden
usarse en relacion con una purificacion ex vivo de un fluido corporal extraido. En la figura 15, la disposi-
cion esta basicamente en forma de una jeringuilla 10 llena de particulas 1 de metal (6xido) de la presente
invencion y que esté equipada con un filtro 12 para impedir que las particulas 1 de metal se salgan de la
jeringuilla 10. Durante un tratamiento, se extrae un fluido corporal, tal como liquido sinovial, del cuerpo
de un sujeto en la jeringuilla 1. El fluido pasa por el filtro 12 y entra en contacto con las particulas 1 de
metal. Cualquier molécula de IP-10 presente en el fluido se unird a la superficie de las particulas y de
ese modo se elimina del fluido. Tras un tiempo de incubacién, el fluido puede inyectarse de nuevo en el
cuerpo (en el mismo o diferente sitio que el sitio de extraccion). Debido a la eleccion cuidadosa de los
poros del filtro, las particulas 1 permaneceran en la jeringuilla 10.

El tamafio de poro del filtro puede seleccionarse de modo que generalmente no estan presentes células
en el fluido corporal extraido que pasara a través del filtro 12 y que entrara en contacto con las particulas
1 de metal. Sin embargo, puede ser ventajoso permitir que las células que producen IP-10 presentes en
el fluido corporal entren en contacto con las particulas 1 de metal y de ese modo se sometan a una re-
duccion de la produccién de IP-10 debido al contacto célula-particula. En tal caso, el tamafio de poro del
filtro se selecciona para permitir que tales células que producen IP-10, por ejemplo monocitos, células
endoteliales y fibroblastos, pero no las particulas 1 de metal, puedan pasar a través del filtro 12.

La figura 16 ilustra una disposicion 20 que tiene una entrada de fluido separada y una salida de fluido
separada. La disposicion 20 forma una camara de purificacién definida por dos filtros 22 y 24. Esta
camara de purificacién esta llena de particulas 1 de metal (6xido) de la presente invencion. Durante el
funcionamiento, se bombea fluido corporal de un paciente a través del primer filtro 22. Alli, el fluido entra
en contacto con las particulas 1 de metal y cualquier IP-10 presente en el fluido se unira a la superficie
de las particulas. Entonces, tras la incubacion, el fluido purificado puede bombearse a través del segun-
do filtro 24 y puede devolverse entonces al cuerpo.

Se anticipa por la presente invencién que los filtros 12, 22, 24 empleados en las disposiciones de las fi-
guras 15 y 16 pueden reforzarse mediante capas protectoras que impiden que las particulas 1 dafien los
filtros 12, 22, 24.

Las disposiciones descritas anteriormente pueden emplearse también para tratar sangre extraida que no
pretende devolverse al mismo sujeto. Por tanto, las disposiciones pueden usarse para reducir el nivel de
IP-10 en, por ejemplo sangre o plasma, manipulado por un banco de sangre. Un método de este tipo
podria implicar entonces poner en contacto una muestra corporal, tal como un fluido corporal, in vitro,
con un metal del grupo 4 6 5 o un 6xido de un metal del grupo 4 6 5 para eliminar de ese modo IP-10 de
la muestra corporal y preferiblemente también reducir el nivel de produccion de IP-10 en la muestra cor-
poral.
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Experimentos

Efecto selectivo de citocinas y quimiocinas

Tras la infeccién, la liberaciéon de agentes exdégenos, por ejemplo LPS, y la inducciéon de mediadores
enddgenos, por ejemplo quimiocinas y citocinas, contribuye al reclutamiento de leucocitos circulantes al
tejido inflamado. Productos microbianos como LPS desencadenan que mudltiples tipos de células liberen
citocinas, que a su vez son potentes inductores de quimiocinas. Las citocinas primarias actiian como ac-
tivadores enddgenos de la respuesta inmunitaria, mientras que las quimiocinas inducibles actian como
mediadores secundarios atrayendo a leucocitos [54]. Debido a esta compleja interaccién entre citocinas y
guimiocinas, es importante evaluar no sélo el efecto de los granulos de metal (6xido) sobre la secrecion
de IP-10, sino también sobre la liberacion de otras quimiocinas y citocinas, lo que podria proporcionar
una indicacion de la interaccién sinérgica entre ellas en respuesta a LPS y al tratamiento con granulos de
titanio.

Incubacidn de sangre humana completa ex vivo con granulos de Ti

Se uso6 un modelo de sangre humana completa ex vivo tal como se describié anteriormente [55]. En re-
sumen, se anticoagulé sangre venosa de voluntarios sanos (n=7) con heparina (25 U/ml de sangre; Leo,
Ballerup, Dinamarca) y entonces se incub6 en tubos de microcentrifuga a 37°C con rotacion lenta en
presencia de lipopolisacérido (LPS) (10 ng/ml de sangre; LPS se derivaba de Escherichia coli serotipo
B6:026; Sigma, St. Louis, MO) y dosificaciones crecientes de granulos de titanio grises (0,015 g, 0,075 g,
0,150 g, 0,300 g; Hereford Metal Powder Co Ltd, RU). Se us6 sangre incubada sélo con LPS o solucion
salina como control positivo y negativo, respectivamente.

Ensayo Luminex

A diferentes puntos de tiempo (3, 6 y 24 h), se obtuvo plasma mediante centrifugaciéon a 7000 g durante
3 min. y se almacend a -20°C. Se analizaron los niveles plasmaticos de veinticinco citocinas diferentes,
véase la tabla 1, usando inmunoensayos de perlas multiplex de tipo “sandwich” de fase sélida (Human
cytokine 25-plex; Biosource International Inc., Camarillo, CA, EE.UU.) segun el protocolo del fabricante.
En resumen, se pipetearon perlas recubiertas con anticuerpo primario y tampoén de incubacion en placas
de filtro de 96 pocillos. Se incubaron los patrones y las muestras en presencia de las perlas con anti-
cuerpo primario durante 2 h a temperatura ambiente en un agitador orbital. Tras esto, se lavaron los poci-
llos y se afiadieron anticuerpos de deteccién biotinilados. Tras una incubacién adicional durante 1 h a
temperatura ambiente, se lavaron los pocillos y se afiadié disolucion de estreptavidina-ficoeritrina a cada
pocillo y se incub6 durante 30 min. a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron los pocillos concien-
zudamente, se afiadi6 fluido envolvente y se leyd usando el sistema Luminex XMAP (Luminex Corpora-
tion, Austin, TX, EE.UU.).

Tabla 1 — Citocinas medidas

IL-1B IL-5 IL-12 INF-a IP-10
IL-1Ra IL-6 IL-13 INF-y MIG

IL-2 IL-7 IL-15 GM-CSF Eotaxina
IL-2R IL-8 IL-17 MIP-1a RANTES
IL-4 IL-10 TNF-a MIP-113 MCP-1
IL - interleucina MCP - proteina quimiotactica de monocitos

INF - interferén MIG - monocina inducida por INF-y

IP - proteina inducible por interferén MIP - proteina inflamatoria de macréfagos

TNF - factor de necrosis tumoral
GM-CSF - factor estimulante de las colonias de granulocitos y macréfagos
RANTES - expresada y secretada por células T normales, regulada por activacion

El sorprendente resultado del experimento era que la presencia de los granulos de titanio tenia un pro-
fundo efecto al desactivar casi completamente la expresién de IP-10 de una manera dependiente de la
dosificacion.

Los granulos de titanio no tenian efecto o simplemente efectos menores sobre las otras citocinas cuya
expresioén se indujo por LPS. De manera interesante, la secrecién de otras quimiocinas de la misma fami-
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lia (quimiocinas CXC) que IP-10, como IL-8, no se vio afectada del mismo modo que IP-10 tras el trata-
miento con granulos de titanio. Ademads, quimiocinas que tenian un tamafio similar a IP-10, tales como
MCP-1, no se vieron afectadas.

El control negativo (solucion salina) y el control positivo (LPS solo) mostraron los efectos pronosticados
con niveles de citocinas normales en todas las muestras incubadas sélo con solucién salina, y niveles de
citocinas aumentados drasticamente en muestras incubadas con LPS, imitando el comienzo de una res-
puesta inflamatoria infecciosa aguda. En muestras incubadas con granulos de titanio en ausencia de
LPS, los niveles de citocinas estaban dentro del intervalo observado para el control negativo, lo que indi-
ca que los granulos de titanio no provocaban por si mismos una respuesta inflamatoria.

Efecto de granulos de Ti sobre la secreciéon de IP-10 en sangre humana completa

Se uso6 el modelo de sangre humana completa ex vivo previamente descrito anteriormente y en [55]. En
resumen, se afiadié sangre venosa reciente de voluntarios sanos (n=7) a diferentes cantidades de granu-
los de titanio grises (GG) y se realizaron adiciones conocidas de LPS (10 ng/ml). Tras 3, 6 y 24 h, se
aisl6 el plasma y se analiz6 para detectar IP-10 mediante el ensayo Luminex. En otro conjunto de expe-
rimentos, se le administré a la sangre, o bien antes o bien después del tratamiento, granulos de titanio 1
h antes de LPS, al mismo tiempo que LPS o 1 h después de LPS.

Tal como se muestra en la figura 1, los granulos de titanio grises redujeron la produccién de IP-10 en
sangre humana completa de voluntarios sanos, estimulados mediante LPS, de una manera dependiente
de la dosis. Los resultados son significativos en todas las dosis y puntos de tiempo sometidos a prueba.
Se muestran valores medios + EEM de 7 donantes, * indica diferencias significativas frente a LPS solo
(p<0,05).

Con el fin de averiguar si los granulos de titanio grises eran mas eficaces como pretratamiento o postra-
tamiento, se administraron granulos de titanio 1 h antes de la estimulacion con LPS (-1t), al mismo tiem-
po que LPS (0t) o 1 h tras la estimulacién con LPS (+1t) (n=3). Seis horas tras la adiciéon de LPS, se ob-
tuvo plasma y se analizaron los niveles de IP-10 mediante el ensayo Luminex.

La figura 2 muestra que los granulos de titanio eran igualmente eficaces reduciendo IP-10 en sangre que
se tratd previamente, o se tratd al mismo tiempo e incluso tras LPS. Los niveles de IP-10 basales (sin
LPS) estaban también significativamente reducidos en sangre tras los diferentes tiempos de incubacion
con granulos de titanio (GG), en el mismo grado que muestras tratadas con LPS con granulos de titanio
(GG + LPS). Se muestran valores medios + EEM de 3 donantes, * indica diferencias significativas de GG
frente a nivel basal o LPS solo, respectivamente (p<0,05).

Efecto de granulos de Ti sobre la_expresién génica de IP-10 tras incubacién con sangre

humana

Se dio a conocer el efecto de los granulos de Ti sobre la secrecién de IP-10 en los experimentos presen-
tados anteriormente. Se investigd entonces si los granulos de titanio tenian algun efecto sobre la expre-
sion génica de IP-10.

Aislamiento de ARN

Se aislé el ARN total de monocitos o leucocitos totales tras la incubacion de sangre completa con granu-
los de titanio durante 2 h, usando el kit RNeasy mini (Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.), segln el protocolo
del fabricante. Con el fin de aislar monocitos, se incluyd una etapa de procesamiento previo antes de la
lisis celular para separar monocitos de sangre completa, usando Dynabeads CD 14 recubiertas con anti-
cuerpo monoclonal anti-CD14 (Invitrogen/Dynal, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se cuantifico el ARN total a 260
nm usando un espectrofotdémetro Nanodrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.).

Andlisis de RT-PCR en tiempo real

Se transcribio de manera inversa el ARN total (0,5 ug) aislado de monocitos o leucocitos totales a ADNc
a 42°C durante 60 min. usando el kit de sintesis de ADNc iScript (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) que
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contiene tanto oligo(dT) como hexameros al azar. Se congel6 cada ADNc (-20°C) en alicuotas hasta que
se llevaron a cabo las reacciones PCR.

Se realiz6 la PCR en tiempo real en el instrumento iCycler (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) usando de-
teccién con SYBR Green. Se realiz6 la PCR en tiempo real para tres genes de mantenimiento: ARN ri-
bosdmico 18S (ARNr 18S), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y actina $, y cuatro genes
diana: IP-10, IL-6, IL-10 y TNF-a. La tabla 2 enumera los cebadores usados y los parametros de la PCR
en tiempo real.

Tabla 2 — Cebadores y parametros de PCR

Gen Secuencia de cebador SEQ ID T, del am- Tamafio del
NO: plicon (°C)  amplicon (pb)
IP-10 g 5-GCTACAATGAAAAAGAAGGGTGA- 1 84,5 185
A 5-TAGGGAAGTGATGGGAGAGG-3' 2
IL-6 S 5-AGGAGACTTGCCTGGTGAAA-3’ 3 84,0 196
A 5-GCATTTGTGGTTGGGTCAG-3 4
IL-10 S 5-TTATCTTGTCTCTGGGCTTGG-3’ 5 84,0 139
A 5-ATGAAGTGGTTGGGGAATGA-3 6
TNF-a S 5-CTATCTGGGAGGGGTCTTCC-3’ 7 88,0 181
A 5-GGGGGTAATAAAGGGATTGG-3 8
Actina B S 5-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3’ 9 85,5 136
A 5-AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA-3* 10
?gs'\l r S 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3 11 86.0 151
A 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’ 12
GAPDH S 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3 13 85,0 87

A 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3 14
S Secuencia oligonucleaotidica del cebador sentido
A Secuencia oligonucleotidica del cebador antisentido

Cada reaccion contenia 5 ul de ADNc, 0,5 uM de los cebadores especificos sentido y antisentido, 12,5 ul
de 2X IQ™ SYBR® Green Supermix (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) en un volumen final de 25 ul. El
programa de amplificacién consistié en una etapa de preincubacion para la desnaturalizacion del ARNc
molde (3 min., 95°C), seguido por 40 ciclos que consistian en una etapa de desnaturalizacion (15 s,
95°C), una etapa de hibridacion (15 s, 60°C) y una etapa de extension (30 s, 72°C). Tras cada ciclo, se
midié la fluorescencia a 72°C. Se ejecutd un control negativo sin molde de ADNc en cada ensayo. Se
ejecutaron las muestras por duplicado.

Se calcularon las eficacias en tiempo real a partir de las pendientes proporcionadas en el software del
instrumento iCycler usando diluciones en serie, mostrando todos los transcritos investigados altas tasas
de eficacia de PCR en tiempo real, y alta linealidad (r>0,99) cuando se usaron concentraciones diferen-
tes. Se sometieron los productos de PCR a un analisis de la curva de fusion en el instrumento iCycler y
posteriormente a una electroforesis en gel de agarosa al 2%/TAE para confirmar la especificidad de la
amplificacion, la Tm y el tamafio del amplicén, respectivamente.

Con el fin de permitir la cuantificacion relativa tras la PCR, se construyeron curvas patrén a partir de las
reacciones patron para cada gen diana y de mantenimiento representando graficamente los valores de
Ct (ciclo umbral), es decir, el nimero de ciclo en el que la sefial de fluorescencia supera el fondo, frente
al logaritmo de la dilucion del ADNc. Se usaron entonces las lecturas de Ct para cada una de las mues-
tras desconocidas para calcular la cantidad de o bien el gen diana o bien el gen de mantenimiento en re-
lacién con el patron. Se calcularon los niveles de ARNm relativos como la razén de la concentracion rela-
tiva para los genes diana en relacién con la de la media entre los tres genes de mantenimiento (ARNr
18S, GAPDH y actina B), para corregir con respecto al ARN. Se expresaron los valores como un porcen-
taje de muestras control negativo (solucién salina), que se fijaron a 100.
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Se monitorizo la expresion génica de IP-10 en a) leucocitos totales que permanecian en suspension tras
la incubacién con granulos de titanio, b) leucocitos totales que se unieron a granulos de titanio tras la in-
cubacion y c) monocitos aislados con perlas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-CD 14.

La figura 3 ilustra la expresion génica relativa de IP-10 en monocitos y leucocitos totales tras incubar
sangre completa con granulos de titanio durante 2 h. Se observa en la figura 3 que los monocitos tenian
la expresion génica de IP-10 mas alta. Los leucocitos que se habian unido a los granulos mostraban ex-
presion génica de IP-10 superior (12 veces) que leucocitos que permanecian en suspension.

Se aislaron monocitos humanos para monitorizar la expresién génica de IP-10 con granulos de titanio.
Tal como se observa en la figura 4, los niveles de ARNm de IP-10 estaban regulados por disminucién en
monocitos tras la incubacion con granulos de titanio (2 h de incubacion) y estimulados con LPS en los
dos donantes sometidos a prueba.

Recuento de glébulos blancos total y diferencial

Se realizaron experimentos con el fin de averiguar qué tipos de leucocitos tenian la capacidad para unir-
se a la superficie de granulos de titanio tras incubar con sangre humana completa.

Tras incubar sangre con granulos de titanio grises durante 2 h, tal como se describié anteriormente, se
realizaron inmediatamente recuentos de glébulos blancos (WBC) totales y diferenciales en un analizador
de hematologia (Cell-Dyn 4000, Abbott Diagnostics Division, Santa Clara, CA, EE.UU.).

La figura 5 ilustra el recuento de WBC total y diferencial (es decir, neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eo-
sindfilos y basdfilos, respectivamente) tras 2 h de incubacién con y sin granulos de titanio grises (GG).
Los granulos de titanio mostraban la capacidad de unirse a neutréfilos y monocitos, que se sabe que son
productores de IP-10.

La tabla 3 a continuacién enumera el intervalo normal para el recuento de WBC vy los globulos blancos
diferenciales.

Tabla 3 — Intervalo normal del recuento de WBC y WBC diferenciales

Numero de células por | Porcentaje  de
WBC totales

Recuento de WBC 4,5-11x10°
Neutréfilos polimorfonucleares 1,8-7,8x10° 50-70%
Neutréfilos en banda 0-0,7x10° 0-10%
Basodfilos 0-0,2x10° 0-2%
Eosindfilos 0-045x10° 0-6%
Linfocitos 1-4,8x10° 15-45%
Monocitos 0-0,8x10° 0-10%

Estadistica
Todos los datos se presentan como valores medios + EEM. Se evaluaron las diferencias entre grupos
mediante la prueba de la t de Student usando el programa SPSS® para Windows, version 14.0. Los re-
sultados se consideraron estadisticamente significativos al nivel de P<0,05.

Capacidad de unién a IP-10 de Ti

Materiales

Se adquirié IP-10 humana recombinante de R&D Systems y se analiz6 IP-10 usando la técnica de ELISA
de tipo “sandwich” segun el fabricante (R&D Systems). Se estudi6 el efecto de diferentes formas de tita-
nio sobre el nivel de quimiocinas en tres sistemas diferentes: un modelo de bucle de sangre, suero/PBS
con adiciones conocidas de IP-10 y en liquido sinovial. La tabla 4 enumera las formas de titanio someti-
das a prueba.
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Tabla 4 — Formas de Ti investigadas

Metal Abreviatura Composicién Tamafio de Fabricante
particula

. . 99,97%, >80% forma Hereford Metal
Granulos de Ti GG de esponja @ ~1mm Powder Co Ltd
Granulos de Ti
tratados con ca- o Hereford Metal
lor WG 99.97% @ ~1mm Powder Co Ltd
(900°C, 3 h)

0, 0,
GG tamizados GP 99,97%, _>80/o forma <0,075 mm Hereford Metal
de esponja Powder Co Ltd

WG molidos WP 99,97% . Hereford  Metal

Powder Co Ltd

* Las particulas de Ti resultantes tenian generalmente un tamafio en el intervalo de submicrémetros has-
ta 100 um pero con un tamafio de didmetro promedio de aproximadamente 10 um

Sistema de bucle de sangre

Se estudi6 IP-10 en un sistema de bucle de sangre (descrito anteriormente [56, 57]), con la excepcion de
que se usoO sangre completamente heparinizada (20 U/ml, Leo Pharma). En resumen, se recogioé sangre
humana reciente de voluntarios sanos en jeringuillas de 60 ml con la superficie heparinizada con una
cénula (calibre 18, Microlance; Becton Dickinson) que se conectd a tubos de silicona con la superficie
heparinizada. Durante la toma de muestras, se hizo rotar de manera continua la jeringuilla. Se afiadi6 en-
tonces sangre (7-8 ml) a cada bucle (tubo de PVC, diametro de 6,3 mm, longitud de 39 cm) dejando un
volumen de aire de ~4 ml. Tras llenarse los tubos, se cerraron los bucles con un conector de acero inoxi-
dable heparinizado y se colocaron en un dispositivo oscilante 37°C. Se hicieron oscilar los bucles a un
parametro de amplitud que impedia que la sangre entrase en contacto con los conectores. Para iniciar la
produccion de IP-10, se afiadié LPS de Escherichia coli (10 ng/ml, Sigma). Se afiadi6 titanio en diferen-
tes cantidades y diferentes formas a los bucles para investigar el efecto sobre los niveles de IP-10. Tras
10, 30, 60, 120 y 180 minutos, se recogieron muestras y se almacené el plasma a -20°C hasta el analisis
de IP-10.

Suero/PBS con adiciones conocidas

Se prepar6 suero a partir de sangre donada segun el protocolo de laboratorio convencional. Se comple-
mentd PBS con albimina sérica bovina (BSA) al 1% para impedir la union de la proteina al material de
plastico. Se afiadio IP-10 humana recombinante al suero /PBS (200-2000 pg/ml) y se incubaron mues-
tras (500 ul) con diferentes metales/éxidos (20-200 mg) durante 3 horas a temperatura ambiente en un
agitador orbital (~400 rpm). Tras la incubacion, se centrifugaron las muestras brevemente (2 minutos a
10.000 g) y se analizaron inmediatamente los sobrenadantes para determinar el contenido en IP-10 o se
almacenaron congelados (-20°C) hasta el andlisis.

Liquido sinovial

Se obtuvo liquido sinovial (LS) de pacientes con artritis reumatoide en el Karolinska Hospital (Solna,
Suecia) o del Oslo Rikshospital (Noruega). Durante 3 horas, se incubaron 150 pul de LS a temperatura
ambiente en un agitador orbital (~400 rpm) con o sin (10-40 mg/muestra) granulos blancos molidos (WP).
Cuando se estudio el efecto de diferentes metales/6xidos, se usaron 500 ul de muestra y 20 mg de me-
tal/6xidos. Tras la incubacién, se centrifugaron las muestras brevemente (2 minutos a 10.000 g) y se
analizaron inmediatamente los sobrenadantes para determinar el contenido en IP-10 o se almacenaron
congelados (-20°C) hasta el andlisis.
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Se estimuld la infeccién de la sangre mediante la adicién de LPS a bucles de sangre, lo que dio como
resultado un aumento en la produccion de IP-10. Tras 2 horas, el nivel de IP-10 en la sangre tratada con
LPS estaba elevado y se elevo adicionalmente tras 3 horas. Afiadiendo granulos de titanio (GG) en for-
ma de esponja no tratados, se redujeron los niveles de IP-10 en la sangre infectada, véase la figura 6.
Hubo una reaccién de tipo dosis-respuesta cuando se afiadieron diferentes cantidades de GG. Se obser-
varon niveles de IP-10 normales en sangre no infectada tras la adicion de GG solo. Los dos controles
negativos, PBS o PBS con 200 mg de granulos de titanio, no mostraron aumento en los niveles de IP-10.

Se analiz6 el efecto de diferentes formas de granulos de titanio sobre los niveles de IP-10 en el sistema
de bucle de sangre. En sangre completa, se encontré que granulos tanto grises (GG) como blancos
(WG) eran igualmente eficaces en la reduccién de IP-10. Las formas de polvo de los granulos, GP y WP,
eran mas eficaces que los granulos completos y el polvo blanco (WP) tenia la capacidad de reduccién de
IP-10 mas alta tal como se ilustra en la figura 7. Esta figura ilustra los niveles de IP-10 en sangre 180 mi-
nutos tras la adicién de LPS. La adiciéon de 200 mg de polvo blanco (WP) a 7 ml de sangre infectada dio
como resultado una respuesta de IP-10 totalmente suprimida. Se us6 sangre tratada con PBS como con-
trol negativo.

Con el fin de evaluar la capacidad de reduccion de IP-10 de granulos de titanio blancos molidos, se afa-
dieron diferentes cantidades de polvo blanco (WP) a sangre infectada (tratada con LPS) y se analizaron
los niveles de IP-10 180 minutos tras la adicion. Se encontré que IP-10 se regulaba en la sangre de un
modo de tipo dosis-respuesta cuando se afiadia WP, lo que se ilustra en la figura 8. La adicion de 66 mg
de polvo blanco a 7 ml de sangre infectada dio como resultado un nivel de IP-10 normalizado.

Se estudi6 la union temporal de IP-10 a polvo blanco en disolucion de PBS y ya tras 10 minutos WP pu-
do reducir los niveles de IP-10 hasta cero (3 pg de IP-10/mg de WP). La reduccidn no era reversible y se
sostuvo durante tanto tiempo como se estudié (24 horas). No era posible bloquear esta unién con BSA al
5% o suero bovino fetal al 10% y no se redujo tras la adicion de detergente (Tween-20 al 0,05%).

Se ha mostrado previamente que el liquido sinovial de articulaciones inflamadas en pacientes con artritis
reumatoide contiene altos niveles de IP-10, lo que puede influir en la patogénesis de la enfermedad [20,
58]. El nivel de IP-10 en liquido sinovial de cinco pacientes diferentes se redujo fuertemente tras la adi-
cion de polvo de granulos blancos (WP), véase la figura 9. Se incub6 el liquido sinovial con o bien 10 o
bien 40 mg de WP durante 3 horas a temperatura ambiente.

Se estudi6 la capacidad de unién a IP-10 de granulos blancos molidos en liquido sinovial en un sistema
en el que se afiadieron cantidades crecientes de WP al LS, véase la figura 10. Se observé una relacién
de dosis-respuesta aparente en estos estudios.

Se calculd la capacidad de reduccion de IP-10 de granulos blancos molidos (WP) para los diferentes sis-
temas estudiados en el presente documento. En PBS con adiciones conocidas, se retuvieron >2000 pg
de IP-10/mg de WP, en suero con adiciones conocidas, se retuvieron aproximadamente 50 pg de IP-
10/mg de WP y en liquido sinovial se retuvieron >3,5 pg de IP-10/mg de WP.

Caracterizacion fisica de granulos de Ti

Microscopio electrénico de barrido

Se us6 un microscopio electrénico de barrido (MEB, Philips XL 30 ESEM, FEI Electron Optics, Eind-
hoven, Paises Bajos) para examinar la superficie de granulos de titanio grises (GG) y blancos (WG).

Porosimetria por intrusién de mercurio

Se realizaron mediciones de la distribucion del tamafio de poro de los granulos de titanio grises (GG) y
blancos (WG) usando porosimetria de mercurio (Autopore IV 9500, Micromeritics, Norcross, GA,
EE.UU.). El &ngulo de contacto usado era de 130°. Se evacuaron las muestras durante 10 min. a una
presién de evacuacion de aproximadamente 50 umHg. La presion de llenado de mercurio era de aproxi-
madamente 0,22 psia.
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La figura 11 muestra la superficie de granulos de titanio no tratados (granulos grises, GG), véase A, C y
E, y granulos de titanio (granulos blancos, WG) tratados con calor (900°C, 3 h), véase B, D y E, a au-
mentos de 250x, 2000x y 5000x. Se observa a partir de las micrografias que el tratamiento térmico redu-
jo el numero de poros en los granulos blancos. Esto concuerda con los resultados obtenidos con la poro-
sidad total, que era del 73% y el 57% para granulos de titanio grises y blancos, respectivamente. Se pro-
porcionan en la tabla 5 el volumen de intrusién total, el area superficial total, la mediana del diametro de
poro, la densidad en masa, la densidad aparente y el porcentaje de porosidad para granulos de titanio
grises y blancos.

Tabla 5 — Resumen de datos de intrusién para granulos de Ti grises y blancos

Propiedad Granulos de Ti Granulos de Ti
grises blancos

Volumen de intrusién total (ml/g) 0,7394 0,4895

Area superficial total (m?*/g) 0,055 0,021

Mediana del didmetro de poro (volumen) (um) 180,0 328,7

Mediana del didmetro de poro (area) (um) 21,0 28,9

Diametro de poro promedio (4V/A) (um) 53,7 93,3

Densidad en masa a 0,22 psia (g/ml) 0,9913 1,1614

Densidad aparente (esquelética) (g/ml) 3,7126 2,6916

Porosidad (%) 73,3 56,9

La figura 12 ilustra el logaritmo del volumen de intrusién de mercurio diferencial frente al tamafio de poro
para granulos de Ti grises (A) y blancos (B). Tal como se muestra en la figura, los microporos (~ 40 um)
presentes en los granulos grises estaban ausentes en los granulos blancos, mientras que los macropo-
ros (~ 400 um) no se vieron afectados por el tratamiento térmico.

Capacidad de unién a IP-10 de Ti y otros metales

Materiales

Con el fin de investigar la capacidad de union a IP-10 de diferentes 6xidos de titanio y otros metales, se
usaron dos sistemas diferentes: suero con adiciones conocidas de IP-10 y en liquido sinovial. La tabla 6
enumera los otros metales y 6xidos que se estudiaron ademas de las formas de titanio enumeradas en la
tabla 6.

Tabla 6 — Metales investigados

Metal Abreviatura Composi- Tamafio Fabricante
cion de particu-
la
I 0, 0 -
tT"'gZ (80% de anatasa/20% de ru- 1 g /90R) 99,5% ~21nm  Degussa
Oxido de Ti (IV) (rutilo) Ti(IV)Ox(R) 99,9% <5 um Aldrich
TiO, (anatasa) TiO,(A) - - Ssr?htle-
Carburo de titanio TiCarb - <2 um Roth
Oxido de Ti (1) Ti(IHOx 99,9% <45 pum Aldrich
Polvo de Ti Ti~325 99,9% <45 um Aldrich
Polvo de Ta Ta ~325 99,9% <45 um Aldrich
Polvo de V V ~325 99,5% <45 um Aldrich
Qxido de Mn (ll, 111) Mn(l1, 111)Ox 97% - Aldrich
Oxido de Ni (1) Ni(I1)Ox 76-77% <10 um Aldrich
Oxido de Cu (Il) Cu(ll)Ox 97% <5um Aldrich
Oxido de Fe (Il Fe(ll)Ox 98% <5um Aldrich
Oxido de Zn ZnOx 99% - Fluka
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Se afiadieron 20 mg de los diferentes metales a suero con adiciones conocidas (200 pg/ml) de IP-10. La
figura 13 muestra los resultados de estos experimentos. Entre las diferentes formas de titanio, puede
concluirse que el titanio blanco (WP, Ti(IV)Ox(R), TiO,(80A/20R), TiO,(A)) es la forma mas eficaz para
disminuir los niveles de IP-10 en sangre. Tanto tantalio como vanadio, que estan estrechamente relacio-
nados con el titanio, eran eficaces en la disminucién de IP-10. Ni el zinc, ni el cobre ni el manganeso
afectaban a los niveles de IP-10 en suero con adiciones conocidas en ningun grado.

Se investig6 también el efecto de estos diferentes 6xidos y metales sobre los niveles de IP-10 en liquido
sinovial, véase la figura 14. Estos resultados confirmaron en general los resultados del suero con adicio-
nes conocidas de IP-10 con algunas excepciones. En LS, Ti(ll)oxid (negro) y zinc eran mas eficaces que
lo observado en estudios en suero, mientras que los otros metales afectaban a los niveles de IP-10 en el
mismo grado.

Un experto en la técnica entendera que pueden hacerse diversas modificaciones y cambios en la presen-
te invencidn sin apartarse del alcance de la misma, que se define mediante las reivindicaciones adjuntas
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un metal o un 6xido de un metal en la fabricacion de un medicamento para tratar o pre-
venir una respuesta inflamatoria adversa caracterizada por expresion adversa y/o liberacion de proteina
inducible por interferén-y de 10 kDa, IP-10, en un sujeto, en el que dicho metal es un metal del grupo 4 6
5 de la tabla periddica de los elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio, zirconio, hafnio,
niobio y tantalio.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha respuesta inflamatoria adversa es una enferme-
dad autoinmunitaria.

3. Uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha respuesta inflamatoria adversa es una enferme-
dad inflamatoria del tubo digestivo de dicho sujeto.

4. Uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha respuesta inflamatoria adversa es una enferme-
dad cutanea inflamatoria.

5. Uso de un metal o un 6xido de un metal en la fabricacién de un medicamento para tratar o pre-
venir una enfermedad infecciosa caracterizada por expresion adversa y/o liberacion de proteina induci-
ble por interferén-y de 10 kDa, IP-10, en un sujeto, en el que dicho metal es un metal del grupo 4 6 5 de
la tabla periddica de los elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio, zirconio, hafnio, niobio
y tantalio.

6. Uso de un metal o un 6xido de un metal en la fabricacién de un medicamento para tratar o pre-
venir una enfermedad de injerto contra huésped caracterizada por expresion adversa y/o liberacién de
proteina inducible por interferon-y de 10 kDa, IP-10, en un sujeto, en el que dicho metal es un metal del
grupo 4 6 5 de la tabla periddica de los elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio, zirco-
nio, hafnio, niobio y tantalio.

7. Uso de un metal o un 6xido de un metal en la fabricacién de un medicamento para tratar o pre-
venir una reaccion de cuerpo extrafio caracterizada por expresion adversa y/o liberacion de proteina in-
ducible por interferén-y de 10 kDa, IP-10, en un sujeto, en el que dicho metal es un metal del grupo 4 6 5
de la tabla periédica de los elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio, zirconio, hafnio,
niobio y tantalio.

8. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho metal se selecciona de un
grupo de titanio o tantalio y dicho éxido de dicho metal se selecciona de un grupo de un 6xido de titanio o
un 6xido de tantalio.

9. Uso segun la reivindicacion 8, en el que dicho éxido de titanio es un diéxido de titanio, preferi-
blemente un diéxido de titanio de forma rutilo o una mezcla de las formas rutilo y anatasa.

10. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho metal o dicho 6xido de me-
tal esta en forma de granulos o particulas que tienen una porosidad total de al menos aproximadamente
el 50%.

11. Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho metal o dicho 6xido de
metal esta en forma de granulos o particulas que tienen un &rea superficial total de al menos aproxima-
damente 0,01 mzlg.

12. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho metal o dicho 6xido de
metal esta en forma de particulas de metal u 6xido de metal que tienen un didmetro promedio de particu-
la de polvo inferior a 100 pm.

13. Método de eliminacion de la proteina inducible por interferén-y de 10 kDa, IP-10, de una mues-
tra corporal in vitro, que comprende poner en contacto dicha muestra corporal con un metal o un 6xido
de un metal, en el que dicho metal es un metal del grupo 4 6 5 de la tabla periédica de los elementos se-
leccionado del grupo que consiste en titanio, zirconio, hafnio, niobio y tantalio.
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14. Método segun la reivindicacion 13, en el que dicha muestra corporal es un fluido corporal se-
leccionado de un grupo de sangre, plasma sanguineo, liquido linfatico, liquido cefalorraquideo, ascitis o
liquido sinovial.

15. Disposicién (10) de purificacién de un fluido corporal en forma de una jeringuilla que compren-
de:

- una camara de purificacion que tiene una entrada y salida de fluido comun y que comprende particulas
(1) compuestas por un metal o un 6xido de un metal, en la que dicho metal es un metal del grupo 4 6 5
de la tabla periédica de los elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio, zirconio, hafnio,
niobio y tantalio; y

- un filtro (12) dispuesto en conexién con dicha entrada y salida de fluido comUn para impedir que dichas
particulas (1) salgan de dicha camara de purificacién, en la que dichas particulas (1) estan dispuestas
para purificar un fluido corporal que pasa a través de dicha camara de purificacion de la proteina induci-
ble por interferén-y de 10 kDa, IP-10.

16. Uso de una disposicién (10, 20) de purificacion de un fluido corporal que comprende una cama-
ra de purificacién que tiene una entrada de fluido y una salida de fluido y que comprende particulas (1)
compuestas por un metal o un 6xido de un metal, en el que dicho metal es un metal del grupo 4 6 5 de la
tabla periédica de los elementos seleccionado del grupo que consiste en titanio, zirconio, hafnio, niobio y
tantalio, y al menos un filtro (12; 22, 24) dispuesto en conexién con al menos una de dicha entrada de
fluido y dicha salida de fluido para purificar sangre que pasa a través de dicha camara de purificacion de
la proteina inducible por interferon-y de 10 kDa, IP-10, en el que dicha sangre no pretende devolverse al
mismo sujeto del que se extrajo.
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